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RESUME 
L'objectif de ce projet consiste a identifier des molecules fluorescentes, 
naturellement presentes dans les cellules, et dont revolution de leur concentration sera 
representative du comportement metabolique de cellules en suspension. Ces molecules 
pourront servir au suivi du metabolisme cellulaire en temps reel durant une culture. Un 
besoin pour ce type d'outils se fait sentir afin de pouvoir developper et optimiser des 
bioprocedes, dont ceux utilisant des cellules vegetales indifferenciees en suspension. 
La premiere etape fut la selection et la caracterisation experimentale de 11 
molecules candidates a l'aide d'un spectrophometre equipe d'un monochromateur 
quadruple. Apres la realisation des empreintes optiques des molecules, 16 zones 
d'interet dans le spectre d'autofluorescence furent identifiees et suivies dans le temps. 
Les signaux de la suspension complete, du milieu et des cellules filtrees furent analyses 
afin d'identifier 10 marqueurs metaboliques, caracterises par 10 couples de longueurs 
d'ondes correles a des variables de culture. 
Cette methode a permis d'identifier dix marqueurs metaboliques dans la 
suspension complete et laisse entrevoir la possibility de plusieurs autres dans le milieu 
et les cellules filtrees. Le fait que certains marqueurs puissent se valider entre eux 
rajoute a la puissance de cette methode. 
II a done ete demontre que rautofluorescence des cellules de plante 
indifferenciees en suspension contient assez d'information pour permettre le suivi de la 
croissance cellulaire en temps reel. La prochaine etape sera done de valider ces 
marqueurs sur d'autres types de cellules. 
Mots cles : Bioprocedes, cellules vegetales, autofluorescence, metabolisme, 
biomarqueurs 
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1 INTRODUCTION 
1.1 Etat de la question 
Les plantes ont toujours eu une grand importance economique : les produits que 
nous en retirons (bois, papier, caoutchouc, cereales...) se retrouvent dans tous les 
aspects de notre vie, et ceci, depuis l'avenement de l'agriculture. Encore aujourd'hui, 
elles sont de premiere importance dans nos technologies de pointe, car 25% des 
medicaments presents connus sont derives de molecules d'origine vegetale, ce qui 
represente un marche annuel de 3 milliards $US aux Etats-Unis seulement 
(RAMACHANDRA et coll. 2002). De plus, 80% des quelques 30 000 produits naturels 
de la pharmacopee moderne connus en 1999 etaient d'origine vegetale 
(RAMACHANDRA et coll. 2002). II est done indeniable que l'etude des cellules 
vegetales est non seulement d'actualite, mais d'importance capitale pour un des gros 
marches de la biotechnologie comme l'industrie pharmaceutique. 
II y a malheureusement une ombre au tableau : la production de medicaments a 
partir de plantes reste problematique. Plusieurs plantes contenant des composes a 
valeurs therapeutiques sont soit difficiles a faire pousser a grandes echelles (ex : If du 
Canada {Taxus canadensis)) soit en voie d'extinction (ex :Podophylle {Podophyllum 
hexandrum)) (OKSMAN-CALDENTEY et coll. 2004, VERPOOTE et coll. 2002). De 
plus, la complexite des structures de ces molecules rend leur synthese chimique 
economiquement prohibitive (ex: paclitaxel en 40 etapes, rendement de 2%) 
(OKSMAN-CALDENTEY et coll. 2004, VERPOOTE et coll. 2002). Une des solutions 
a ce probleme serait la culture de cellules vegetales en bioreacteur pour la production de 
metabolites secondares. Bien que celle-ci soit techniquement faisable, peu de succes 
commerciaux ont ete realises au cours des 30 dernieres annees (OKSMAN-
CALDENTEY et coll. 2004, BOURGAUD et coll. 2001). Ceci peut s'expliquer par des 
technologies de culture mal adaptees aux besoins industriels et par un manque 
d'informations de base sur les voies metaboliques des cellules vegetales et leurs 
interactions (OKSMAN-CALDENTEY et coll. 2004, BOURGAUD et coll. 2001). 
Ainsi, bien que la culture de cellules de plantes soit bien etablie a petite echelle dans le 
milieu de la recherche, les techniques de culture pour les cellules de type eucaryotes 
sont mal adaptees aux demandes de l'industrie (OKSMAN-CALDENTEY et coll. 2004, 
VERPOOTE et coll. 2002). Non seulement les cellules de plantes presentent plusieurs 
problematiques physiques comparativement aux microorganismes (ex : taille, resistance 
moindre au cisaillement, cohesion des agglomerats), mais leur croissance et production 
demandent un controle beaucoup plus serre pour permettre une bonne optimisation du 
bioprocede. Car contrairement aux microorganismes unicellulaires, les cellules 
indifferenciees de plantes ont besoin de doses tres precises d'hormones, de facteurs de 
croissances, d'eliciteurs et de vitamines pour croitre et produire la molecule voulue, 
mais aussi pour conserver leur etat de cellules non differenciees. Cela pose plusieurs 
problematiques au niveau de la mise a l'echelle et du controle des bioprocedes. 
Une des problematiques majeures est le manque d'information de base sur le 
metabolisme des cellules presentes en bioreacteur (PASQUALI et coll. 2006, 
OKSMAN-CALDENTEY et coll. 2004, VERPOOTE et coll. 2002). En effet, afin de 
pouvoir controler correctement la croissance des cellules vegetales, Felicitation et la 
production des metabolites secondaries, il faut pouvoir moduler leurs metabolismes a 
l'aide de changement de concentration en hormones, en cofacteurs et en nutriments 
presents dans leurs differents milieux. Deux types d'informations sont necessaires afin 
de pouvoir resoudre ce probleme: une bonne connaissance fondamentale des voies 
metaboliques impliquees dans le bioprocede et un outil qui permettrait d'obtenir des 
mesures en temps reel de ce metabolisme afin de pouvoir intervenir au moment ideal ou 
le moduler lorsque necessaire. 
La biologie moderne a elucide la majorite du metabolisme primaire, la partie du 
metabolisme implique dans la croissance cellulaire et le maintien des fonctions de bases 
(exemple : glycolyse, cycle du Krebs, respiration cellulaire). II est possible de retrouver 
cette information dans la plupart des manuels de reference sur la biologie moleculaire 
ou la physiologie de la plante (LODISH et coll. 1997, VOET et coll. 1998). Par contre, 
la revolution qu'a entraine la biologie moleculaire dans les annees 1990 avec 1'arrivee 
des techniques d'analyse du proteome par spectroscopic de masse et par imagerie in 
vivo (ex : marquage fluorescent) a revele de nouveaux details au niveau de la 
compartimentalisation des voies metaboliques chez les plantes et a mis en evidence 
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leurs particularites (LUNN 2007). Cela permet de preciser nos connaissances sur ces 
voies et de mettre a jour de nouvelles informations. De plus, une nouvelle approche 
complementaire, la biologie des systemes, a fait son apparition. Cette approche met 
l'emphase sur l'integration des connaissances, souvent tres pointue de la biologie 
moleculaire, afin de creer des systemes, des blocs et des unites cohesives qui nous 
permettent de mieux integrer la complexity etonnante du metabolisme des cellules 
vivantes (CAPELL et coll. 2004, PAXON et coll. 2007). Bref, grace a l'arrivee de 
methodes de mesure plus poussees, il sera possible de mesurer les changements et les 
perturbations dans le metabolisme a l'aide de quelques marqueurs (i.e. des molecules 
representatives de blocs metaboliques precis qui correspondent a une fonction du tout, 
comme le FAD et le NAD(P)H pour la transduction de l'energie dans la cellule). En 
s'inspirant des methodes de la biologie des systemes, il serait possible de former une 
vision globaliste du metabolisme cellulaire primaire afin d'en simplifier 1'interpretation. 
Par contre, nos connaissances du metabolisme secondaire (relie aux reponses au 
stress biotiques, abiotiques ou a l'efficacite de reproduction) des plantes sont encore 
tres fragmentees (LUNN 2007). Ceci pose plusieurs problemes au niveau de 
l'integration de ces connaissances pour l'optimisation des phases de production des 
bioprocedes. En effet, la presque totalite des molecules d'interets pharmaceutiques ou 
industriels provenant des plantes est issue du metabolisme secondaire (ex : alcaloi'des, 
flavonoi'des, steroi'des, terpenes, isoprenoi'des, quinones) et nos connaissances des voies 
metaboliques impliquees sont encore tres limitees (LUNN 2007, VERPOOTE et coll. 
2002). Ceci repose majoritairement sur le fait que le savoir accumule dans ce domaine 
tire son fondement d'experiences basees sur le marquage d'intermediaires ; comme le 
pyruvate, le citrate ou 1'acetyle-CoA pour le cycle du citrate (RONTEIN et coll. 2002, 
LUNN 2007). Ces methodes ont permis de determiner les etapes importantes de la 
chaine de transformation, mais ont eclipse plusieurs etapes intermediaires inconnues. 
Or, les methodes biotechnologiques (ex: eliciteurs, surexpression genique, selection de 
mutants) utilisees pour augmenter la productivite d'un bioprocede reposent actuellement 
sur la connaissance des voies concernees par la production intracellulaire de la molecule 
recherchee (VERPOOTE 2002). Pour l'elicitation par exemple, l'application d'un 
certain stress exterieur (ex : osmotique, radiations UV) ou l'ajout de certaines molecules 
(ex: metaux lourds, sels inorganiques, extrait de microorganismes) peut activer 
certaines voies specifiques sans necessairement augmenter la production de la molecule 
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finale. Le resultat engendre peut etre, par exemple, une augmentation de l'expression 
d'une enzyme en amont de la voie de transformation, alors que cette voie demeurera 
limitee par la quantite, ou l'activite d'enzymes en aval (VERPOOTE 2002). Par 
exemple, Verpoote (2002) prouve ce point en utilisant diverse mutants de Catharanthus 
roseus qui surexpriment une enzyme la voie des alcaloi'des terpenoi'des et prouvent que 
ces mutants ne produisent pas necessairement plus de produits finaux (exemple: 
vinblastine). Bref, meme si nous poussons les connaissances des voies concernees par 
notre bioprocede, encore faut-il s'assurer d'etre en mesure de bien induire le 
metabolisme secondaire. 
Voila pourquoi Felicitation est souvent consideree comme la phase cle de 
plusieurs bioprocedes de production, car l'efficacite du precede est intrinsequement liee 
a cette phase. II s'agit d'induire une reponse planifiee chez les cellules via l'application 
d'un stress, soit physique ou de nature chimique. La nature et la concentration (ou force) 
de l'eliciteur (stress applique) determinera la reponse de la cellule (LODISH et coll. 
1997). Cette phase a done une grande influence sur l'efficacite et la productivite globale 
du bioprocede. Elle necessite done un controle tres serre afin d'assurer une reponse 
cellulaire optimale, en sachant qu'un meme eliciteur peut induire plusieurs types de 
reponse. Par exemple, l'acide salicylique, qui peut agir comme le ferait un signal 
hormonal chez les angiospermes, (ROZHON et coll. 2005) est implique dans la reponse 
d'hypersensibilite, l'expression des genes de resistance ainsi que dans l'apoptose 
(ROHZON et coll. 2005), II y aurait aussi des indications permettant de conclure que 
cette derniere serait impliquee dans la resistance directe aux virus en inhibant leur 
replication et leur mouvement dans les differents systemes de la plante (ROHZON et 
coll. 2005). Non seulement les eliciteurs peuvent induire differentes reponses, mais les 
molecules utilisees pour mesurer l'efficacite d'une elicitation peuvent demontrer 
Felicitation de plusieurs voies differentes. Par exemple, le peroxyde d'hydrogene 
(H2O2) semble impliquer dans les processus suivants : la reticulation (« cross-linking ») 
de proteines de la paroi cellulaire, la transduction de signal dans la voie d'activation des 
genes de reponse aux pathogenes (ex: PR-1), l'apoptose des cellules vegetales et 
l'elimination direct des pathogenes (DOREY et coll. 1999, NDIMBA et coll. 2003, 
YODA et coll. 2003). Ceci demontre que le seul fait d'ajouter un eliciteur ne garantit 
pas que la voie voulue soit automatiquement activee de facon efficace. 
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Un suivi serre du metabolisme est necessaire afin d'identifier le temps optimal 
pour appliquer l'eliciteur et mesurer son impact sur le bioprocede. Cet argument rajoute 
un poids au fait qu'une vision globaliste du metabolisme est necessaire afin de pouvoir 
rapidement juger l'impact d'un eliciteur sur l'ensemble du metabolisme et non 
seulement sur une voie particuliere. 
Done, le fait de se baser uniquement sur les connaissances intrinseques des voies 
metaboliques secondaires afin d'optimiser la production risque de mener a l'echec 
(PASQUALI et coll. 2006). 
II faut aussi noter que la plupart des etudes faites sur le metabolisme des plantes 
se fait dans des milieux de culture definis. II est, par contre, connu que le metabolisme 
des plantes s'adapte a des changements de concentration et de nature des nutriments 
(LUNN 2007, LODISH et coll. 1997). II est done possible d'utiliser ce phenomene pour 
moduler le metabolisme cellulaire (SIROIS 2000). 
La grande majorite des methodes utilisees dans la biologie moleculaire, les 
techniques d'extraction (ex : fractionnement cellulaire, centrifugation differentielle, 
extraction liquide-liquide), les methodes de purification et de mesure (ex: 
immunohistochimie, spectrometrie de masse, HPLC (High-performance liquid 
chromatography)) sont efficaces, mais trop longues et couteuses pour dormer des 
resultats en temps reel et sur une base reguliere en Industrie. II faut done se baser sur 
une technique qui serait a la fois relativement peu couteuse et assez rapide pour dormer 
des resultats en temps reel et ainsi permettre de reagir rapidement aux variations de 
concentration des differents marqueurs. 
La spectrophotometrie pourrait offrir ces avantages. C'est une methode bien 
etablie en biologie moleculaire pour le suivi des molecules (ARUNACHALAM et coll. 
2005, HISIGUER et coll. 2005, LI et coll. 1991, VOET et coll. 1998, VALEUR 2004). 
Souvent utilisee pour l'etude de la compartimentalisation des voies metaboliques via 
des sondes fluorescentes, il est aussi possible de 1'adapter pour suivre des molecules 
naturellement fluorescentes (ou « autofluorescentes » comme le FAD ou l'ATP) tel que 
presente par Li (1991). 
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Ce type de mesure commence a faire son apparition dans des domaines 
connexes. II est maintenant etabli que certaines molecules naturellement presentes dans 
certains systemes sont fluorescentes a des longueurs d'onde bien specifiques (VOET et 
coll. 1998, VALEUR 2004). Certains chercheurs ont done utilise des sondes pour 
mesurer la fluorescence d'un milieu a certaines longueurs d'onde afin d'estimer la 
concentration d'une molecule cible (ARUNACHALAM et coll. 2002, HISIGER et colj. 
2005, LI et coll. 1991). Par exemple, un de ces chercheurs a utilise une sonde pour 
mesurer la concentration de proteines dans un bassin d'aeration d'usine de traitement 
des eaux usees. L'objectif etait d'optimiser l'aeration necessaire pour la degradation des 
matieres organiques residuelles dans le bassin (ARUNACHALAM et coll. 2002). Dans 
un autre cas, il a ete tente de suivre six molecules naturellement fluorescentes de cette 
maniere durant diverses fermentations impliquant des microorganismes (LI et coll. 
1991). II est done possible d'exploiter la propriete de fluorescence de certaines 
molecules afin de suivre leur concentration durant une periode de temps. Par exemple, 
Hisiger (2005), Steigenberger (2004), Hausler (2000) et Simon (1996) ont utilise cette 
methode et ont reussi a estimer la croissance en biomasse et la production de 
metabolites par le suivi de la fluorescence du NAD(P)H. Lamboursain (2005) et Cardin-
Bernier (2007) ont estime la proliferation cellulaire en suivant la concentration d'ADN a 
l'aide de colorants fluorescents. 
Cependant, la plupart de ces chercheurs se butent aux memes problemes: la 
presence de pics non identifies, l'interference de certaines molecules avec le signal de 
fluorescence de la molecule choisie et l'influence de parametres exterieurs (pH, 
temperature, agitation...) sur le signal de fluorescence. Cette technique est done encore 
loin d'etre au point, mais ouvre la porte a un outil tres puissant. 
Un des defis majeurs est l'etendue du spectre ou Ton peut retrouver des 
molecules organiques autofluorescentes. Pour les molecules du metabolisme primaire, 
on peut en retrouver dans pratiquement toutes les couleurs du visible: de la 
fluorescence rouge de certains pigments de la chlorophylle jusqu'a la fluorescence bleu-
vert des chloroplastes et certaines composantes de la paroi cellulaire (ROSHCHINA 
2003). En general, les metabolites secondaries sont plutot fluorescents dans le spectre 
ultraviolet (ex : phenols, flavines, quinones, alcaloi'des, polyacetylene, terpenoides). 
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Ceci presente Pavantage de bien pouvoir isoler les metabolites primaires des 
metabolites secondaires. Malgre cela, la quantite inherente de metabolites 
autofluorescents dans une cellule vegetale laisse entrevoir la possibilite de superposition 
de signal, d'interference et de recouvrement spectral (VALEUR 2004). Le traitement 
des signaux recus represente done une problematique majeure. 
En effet, le defi qui attend tout chercheur voulant s'attaquer a cette question est 
bel et bien le traitement des signaux de fluorescence recus en temps reel. Non seulement 
le signal emis par les cellules vegetales en suspension sera compose de la somme des 
signaux des multiples molecules autofluorescentes contenues dans ces cellules, mais 
aussi des interactions physiques entre tous ces signaux (ex: interference et 
recouvrement spectrale). Cela peut rendre 1'interpretation assez ardue. Par exemple, 
Hisiger (2005) s'est non seulement bute a huit composes fluorescents inconnus dans ces 
cultures d'Eschscholtzia californica mais aussi a une surimposition des signaux des 
alcaloi'des benzophenanthridique et des riboflavines (FMN et FAD), ce qui compliquait 
1'interpretation. La complexity de cette realite est aussi demontree dans les travaux de 
Schalger (1996) qui tente de developper des algorithmes afin de pouvoir suivre une 
population microbienne par fluorescence, mais qui pouvait obtenir des pourcentages 
d'erreur allant jusqu'a 42,7% durant les essais preliminaires pour l'estimation de la 
population microbienne de Pseudomonas Aeroginosa. Une bonne connaissance des 
phenomenes physiques relies a la fluorescence est necessaire afin de pouvoir bien 
interpreter les signaux de fluorescence emis par les cellules vegetales en suspension. 
1.2 Definition du probleme 
Ce projet fait appel aux notions de deux sciences, la biochimie et le genie des 
precedes biotechnologiques. La biologie des systemes en est l'element integrateur 
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permettant d'en faire un tout coherent et de bien faire le pont entre la science appliquee 
du genie et la science fondamentale de la biochimie. 
Ce projet a pour but d'initier le developpement d'un outil de suivi en temps reel 
du metabolisme des cellules vegetales en suspension. Cet outil permettra done d'utiliser 
la biochimie classique et la spectroscopic pour le suivi en temps reel du metabolisme. II 
permettra aux chercheurs de bien comprendre et de caracteriser les biocinetiques 
reactionnelles et aux scientifiques industriels de prendre des decisions operationnelles 
avisees pendant le suivi de bioprocede. De plus, la vision integrante sur laquelle se base 
le developpement del'outil jettera une lumiere nouvelle sur les interactions entre les 
differentes voies metaboliques et les differentes phases de culture. Elle ameliora done la 
comprehension fondamentale du metabolisme des plantes en culture cellulaire. 
Dans cette optique, le probleme pose par ce projet contient a la fois un aspect 
theorique et pratique. L'aspect theorique est 1'identification de molecules candidates 
pertinentes a ce projet, e'est-a-dire des molecules autofluorescentes representatives de 
variations metaboliques dans la cellule. Ces molecules devront aussi avoir des structures 
variees afin que leurs signaux soient distincts et facilement deconvoluables. Le 
probleme pratique sera de creer un protocole robuste permettant de suivre les signaux de 
ces molecules candidates a travers une culture de cellules vegetales. Ensuite, ces 
signaux devront etre relies a des variables de cultures (ex: biomasse, proliferation 
cellulaire) afin de verifier s'il y a correlations entre les deux. Ainsi, les molecules 
candidates dont le signal presente une correlation avec une ou plusieurs variables de 
culture seront considerees comme marqueurs metaboliques. 
Une nouvelle methode doit aussi etre developpee pour identifier ces marqueurs. 
Meme si l'autofluorescence est generalement considered comme un bruit de fond a 
eliminer, quelques chercheurs se sont penches sur ce phenomene par le passe. II est 
done interessant d'evaluer les methodes utilisees pour tenter de relier des marqueurs 
metaboliques a des variables de culture ou a d'autres parametres de suivi de devolution 
des cellules de plantes en culture. 
La tres grande majorite des chercheurs utilise des sondes pour lire directement 
des longueurs d'ondes specifiques dans le bioreacteur (Horvath et coll. 1993, Li et coll. 
8 
1991, Schlager 1996, Hisiger et coll. 2005). Les autres prelevent des echantillons et font 
leurs lectures et observations avec des appareils specialises : des spectrophotometres ou 
des microscopes a fluorescence (Roshchina et coll. 2003, Arunachalam et coll. 2005, 
Kasimova et coll. 2006). La plupart de ces etudes sont realisees sur des procaryotes, car 
ceux-ci representent la grande majorite des microorganismes utilises dans les 
bioprocedes industriels (Li 1991, Horvath 1993, Schlager 1996, Arunachalam 2005). 
Par contre, dans les demieres annees, un interet s'est fait sentir pour les cellules 
eucaryotes dont les cellules de plantes (Roshchina et coll. 2003, Hisiger et coll.2005, 
Kasimova et coll. 2006). La methode de base dans chacun de ces articles reste la meme : 
trouver une longueur d'ondes d'emission/excitation qui correspond au(x) marqueur(s) a 
etudier et suivre revolution de ce signal durant la croissance des cellules et/ou leur 
phase de production. 
L'approche proposee dans ce projet innove sur les precedentes. Meme si des 
chercheurs se sont deja penches sur la fluorescence des cellules en suspension, aucun ne 
semble avoir developpe une approche englobant la totalite du signal de fluorescence des 
cellules de plantes. lis ont mis l'emphase sur des longueurs d'ondes tres specifiques 
tandis que ce projet cherche a recueillir le plus d'information possible. Meme si certains 
ont fait des balayages en trois dimensions (longueurs d'ondes d'excitation, longueurs 
d'ondes d'emission, intensite du signal), ces spectres etaient soit realises sur un 
organisme modele qui n'etait pas des cellules de plantes (Arunachalam et coll. 2005) ou 
les echantillons n'etaient egalement pas pris de facon reguliere durant l'experience 
(Hisiger et coll. 2005). Par consequent, ces articles representent des references 
essentielles pour prevoir les facteurs pouvant influencer l'experience. Cependant, la 
nouveaute dans l'approche proposee sous-entend que plusieurs experiences 
preparatoires seront necessaires afin de s'assurer de la validite de notre protocole. 
Ce projet etant une preuve de concept, son but est 1'identification de marqueurs 
metaboliques et done, la correlation reste solide meme a travers des perturbations 
metaboliques. Ces marqueurs seront la base pour le developpement futur d'un outil 
permettant le suivi du metabolisme en temps reel dans la culture de cellules de plantes 
indifferenciees. 
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1.3 Etudes principales : valeurs et interets 
Bien que l'autofluorescence soit generalement consideree comme une nuisance 
dans la litterature classique (LODISH et coll. 1997, VOET et coll. 1998, VALEUR 
2004), quelques chercheurs se sont deja interesses a ce phenomene dans le but d'en 
retirer des informations utiles pour le controle et 1'optimisation des bioprocedes 
industriels. Voici les exemples les plus pertinents pour ce projet. 
La these de Sirois (2000) est une des etudes principales sur lesquelles ce projet 
s'est base. Cette derniere presente des algorithmes d'optimisation de la croissance 
cellulaire par le suivi en temps reel de la production de CO2 par des cultures de cellules 
de plantes indifferenciees (Eschscholtzia californica). Cette etude prouve qu'il est 
techniquement possible de realiser un controle et une optimisation en temps reel de 
bioprocedes a partir de mesures accessibles en temps reel 
Oksman-Caldentey et coll. (2004) ont ecrit une revue a propos de l'utilisation 
des cellules de plantes dans le contexte des bioprocedes. Cette revue, centree sur les 
avancees en genomique permet de bien situer les besoins dans le domaine ainsi que de 
donner des pistes pour les molecules candidates a cibler comme le tryptophane. 
Li (1991) a suivi quatre fluorophores (NAD(P)H, tryptophane, pyridoxine et 
riboflavine) dans differentes especes de bacteries (Candida utilis, Pseudomonas putida 
et Saccharomyces cerevisiae). II a demontre la grande variability du signal de 
fluorescence entre les differents types de culture, mais aussi d'une meme culture. Le 
tableau presente dans la section 3.3.1 de ce memoire presente une liste des differents 
facteurs pouvant influencer l'autofluorescence dans le meme type de culture. A la 
lumiere de cette multitude de facteurs pouvant influencer le signal, les auteurs 
conseillent d'utiliser plus d'un signal pour tenter d'estimer des variables de culture. De 
plus, le relachement des fluorophores dans le milieu en raison de la mort cellulaire 
accrue lors des phases stationnaire et de decroissance peut perturber de facon 
significative les tendances de signaux. II est done preferable de limiter les lectures a la 
croissance pour la mesure du metabolisme primaire et a la phase de production pour le 
metabolisme secondaire. 
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Schlager (1996) avait pour but de differencier les especes de microorganismes en 
solutions par leurs empreintes optiques. Ce chercheur a done caracterise 
l'autofluorescence de plusieurs especes de bacteries (ex: Pseudomonas Aeroginosa, 
Pseudomonas Paucimobilis, Agrobacterium Tumefaciens) et tente d'estimer leurs 
concentrations cellulaires respectives dans une solution. Ses travaux s'attardent done a 
la signature d'un organisme microbien entier plutot qu'a des molecules. Ses resultats 
demontrent la difference inherente entre les signaux d'autofluorescence d'especes 
differentes. lis demontrent aussi qu'il est possible de differencier les differentes especes 
par deconvolution d'un signal venant d'une culture mixte. 
Roshchina (2003) offre un resume des etudes de l'autofiuorescence dans les plantes 
completes (ex : Betula verrucosa, Urtica dioica, Campanula persicifolia) et plus 
particulierement dans les cellules ou organes secretaires des plantes. II presente une liste 
exhaustive des differentes molecules offrant des signaux d'autofluorescence 
majoritairement utilises dans les etudes fondamentales. Ces molecules sont presque 
exclusivement des molecules du metabolisme secondaire (alcaloi'des, pigments, 
tannins...). Dans ces etudes, l'autofluorescence est utilisee pour evaluer le dommage 
cellulaire, a la maturite secretaire des organes et a la resistance du pollen. Bien que ces 
etudes soient basees sur la plante complete et non sur des cellules vegetales 
indifferenciees en suspension, cet article offre un regard inegale du signal 
d'autofluorescence attribuable au metabolisme secondaire de ces cellules. 
Hisiguer (2005) et ses collaborateurs ont tente de suivre des variables de cultures 
dans une culture de cellules vegetales indifferenciees {Eschscholtzia californica et 
Catharanthus roseus) a l'aide de trois marqueurs (NAD(P)H, tryptophane et 
riboflavine) dans la suspension, e'est-a-dire sans separer le milieu des cellules. Utilisant 
des longueurs d'ondes extraites de la litterature, ils ont aussi tente de suivre la 
production d'alcaloi'des et ont ainsi decouvert huit autres signaux qui n'ont pas ete 
associes a des molecules specifiques par la suite. Une question soulevee par ce groupe 
est la proximite de signaux entre deux molecules structurellement semblables. Par 
exemple, ils ont ete incapables de differencier le signal du tryptophane et de la 
tryptamine et croient que ceci a pu fausser leurs resultats. De plus, ils ont relie le signal 
du NAD(P)H a deux variables differentes chez deux especes differentes : l'activite 
metabolique des cellules pour Eschscholtzia californica et la masse seche pour 
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Catharanthus roseus. Cela souleve la possibility que les marqueurs metaboliques 
puissent etre distincts entre differentes especes ou types de culture. 
Kasimova (2006) et collaborateurs se sont concentres sur un marqueur, le 
NADH dans les cellules de plantes {Solatium tuberosum cv Bintje), afin de comprendre 
le phenomene en profondeur. lis ont mis en evidence le fait que le signal de 
fluorescence de cette molecule depend de deux facteurs particuliers: l'etat d'oxydation 
du NADH et si la molecule est liee ou non a une autre molecule. L'environnement 
immediat de la molecule a done un effet sur l'intensite et la nature de son signal 
d'autofluorescence. Une conclusion partielle de cet article demontre aussi que la 
concentration de NADH libre dans les mitochondries demeure constante malgre les 
variations metaboliques. Cela indique qu'une variation de signal total pourrait 
demontrer une variation localisee de la concentration de la molecule et pas 
necessairement de sa concentration globale. Bref, cet article permet de mieux 
comprendre le signal individuel de chaque molecule candidate et comment 
l'environnement immediat de ces molecules peut influencer leur signal. 
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2 CANDIDATS DE MARQUEURS METABOLIQUES 
2.1 Approche metabolique 
En premier lieu, il est essentiel d'identifier des molecules candidates. Ce sont 
des molecules qui serviront a suivre le metabolisme des cellules de plantes en temps 
reel. 
Apres une recherche exhaustive dans la litterature, il est possible de cibler des 
candidats par leur importance dans le metabolisme des plantes. Chacun de ces candidats 
devra etre une molecule naturellement autofluorescente et etre representatif d'un bloc 
metabolique et/ou d'une cascade metabolique d'importance. II faut garder a l'esprit que 
les differences entre le metabolisme primaire et secondaire sont grandes. Par 
consequent, les candidats pertinents pour 1'experimentation concernant le metabolisme 
primaire peuvent perdre de leur utilite pour tenter de suivre le metabolisme lors de la 
production. Durant Felicitation et la production, les besoins deviennent beaucoup plus 
cibles, car les chercheurs connaissent les molecules qu'ils veulent suivre. Ainsi, 
identifier des candidats pour le metabolisme secondaire devient un effort specifique a 
chaque type de production. 
Comme ce projet est une preuve de concept, l'emphase a ete mise sur le 
metabolisme primaire qui est commun a tous les bioprocedes vegetaux, car chacun 
d'eux comporte une phase de croissance. Les prochaines sous-sections de ce chapitre 
resumeront l'etat de la litterature par rapport aux candidats potentiels, a la methodologie 
pour caracteriser ceux-ci et aUx resultats de cette caracterisation. 
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2.2 Description des candidats 
Les cascades metaboliques majeures du metabolisme primaire sont maintenant 
bien etablies dans la litterature. II suffit de les parcourir afin d'identifier des molecules 
d'interet. Voici done une liste de ces molecules. 
Adenosine triphosphate (ATP) 
L'adenosine triphosphate (ATP) est une molecule utilisee chez tous les organismes 
vivants pour fournir de l'energie aux reactions chimiques. C'est egalement le precurseur 
d'un certain nombre de cofacteurs enzymatiques essentiels comme le NAD+ ou le 
coenzyme A. L'ATP est aussi l'un des quatre monomeres utilises dans la synthese des 
ARN cellulaires. Enfin, c'est un coenzyme de transfert de groupements phosphates qui 
est associe de maniere non covalente aux enzymes de la classe des kinases (Voet&Voet 
1998). Comme cette molecule est cruciale au bon fonctionnement de la cellule, c'est un 
marqueur de premier ordre pour suivre son activite. Sa structure laisse entrevoir la 
possibility qu'elle soit autofluorescente par ces nombreux cycles de carbones. Cette 
hypothese devra etre confirmee par experimentation. 
Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD(P)H) 
Durant les phenomenes de glycolyse et de respiration, le NAD (Nicotinamide 
adenine dinucleotide) est transforme en NADH+ H+ afin de transporter les electrons 
jusqu'a la chaine respiratoire. Le NADPH est seulement utilise dans des reactions 
d'anabolisme, surtout pour les acides nucleiques et les acides gras. II est aussi un produit 
final de la photosynthese (Voet&Voet p. 414 et 786, Steigenberger 2004). Done, le 
NADPH est un transporteur de potentiel reducteur et le NADH joue un role de premier 
plan dans la transduction de l'energie (Miiller 1996). Cette molecule pourrait done etre 
un bon indicateur de l'activite cellulaire, surtout durant la croissance. De plus, si on peut 
differencier les pics de NAD(H) et NADP(H), on pourrait evaluer les allocations 
d'energie entre les systemes anaboliques et cataboliques. II y a deja quelques systemes 
fluorometriques pour mesurer le NADH en bioreacteur sur le marche (Li 1991), ce qui 
prouve que cette molecule est bien autofluorescente. 
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Flavine adenine dinucleotide (TAD) 
Le FAD (flavin adenine dinucleotide) est une coenzyme derivee de la riboflavine 
qui sert de molecule de transduction d'energie dans le cycle de Krebs et la voie de la p-
oxydation (Voet& Voet 1998). Elle est done intiniement liee aux reactions primaires du 
catabolisme et presente des longueurs d'ondes d'excitation/emissions tres differentes de 
celles du NADP(H). Elle pourrait, en parallele avec le NADP(H), etre un marqueur 
interessant pour l'allocation d'energie durant la phase de croissance et pour l'activite 
cellulaire en general. 
Pyridoxine 
Aussi appele Vitamine B6, pyridoxal et pyridoxamine, la pyridoxine est un 
cofacteur essentiel pour plusieurs enzymes chez tous les etres vivants (Voet&Voet 
1998, Chen 2005). Par contre, son role exact dans les plantes n'est pas encore 
totalement elucide. Chen (2005) propose qu'elle puisse avoir un role d'antioxydant et de 
molecule de resistance au stress. C'est un nutriment essentiel et une molecule 
indispensable pour la survie et la croissance de la plante. Ainsi, les plantes sont la 
source de vitamines B6 pour les animaux, car ces derniers ne peuvent la synthetiser 
(Chen 2005). Son suivi pourrait done dormer des indices sur l'activite cellulaire. Li 
(1991) a deja etabli qu'il est possible d'en suivre sa concentration par fluorometrie. 
Riboflavine 
Aussi appelee vitamine B2, elle constitue un precurseur des cofacteurs FAD et 
FMN, elle est aussi un precurseur pour plusieurs flavoproteines (Voet&Voet 1998). 
Avec un role aussi central dans le metabolisme, la riboflavine serait un marqueur 
interessant pour l'activite cellulaire. 
Tryptophane 
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Le tryptophane est un des trois acides amines aromatiques qui presentent une 
fluorescence marquee. II est utilise dans l'etude de Li (1991) comme un marqueur 
metabolique. II pourrait etre un indicateur de l'activite cellulaire et aussi de l'allocation 
d'energie durant la croissance. Malgre le fait qu'il existe d'autres acides amines 
aromatiques (tyrosine et la phenylalanine), il a ete choisi de suivre le tryptophane et non 
les autres parce que ce dernier est reconnu pour avoir une intensite de signal plus grande 
que les deux autres (Arunachalam 2005). 
Tryptamine 
La tryptamine a ete choisie car elle possede une structure tres semblable a celle 
du tryptophane, mais a une fonction metabolique differente. Elle est un precurseur pour 
plusieurs types d'alcaloides chez les plantes tandis que le tryptophane est un acide 
amine. En comparant leur fluorescence, on peut mieux comprendre comment 
differencier les signaux de molecules aux structures semblables mais aux fonctions 
differentes. Dans le cas de ces deux molecules, leurs caracterisations experimentales 
revelera que la tryptamine possede un pic secondaire supplemental (voir Figure 2.2), 
ce pic permettra de deconvoluer leur deux signaux. 
Sanguinarine 
La sanguinarine est un alcaloide produit par l'espece modele Eschscholtzia 
californica. L'etude de son signal permet d'avoir une idee generate de l'activite du 
metabolisme secondaire. Comme la sanguinarine est le seul alcaloide de reference dans 
ce projet, son signal pourrait englober d'autres alcaloides de la meme famille. 
Kinetine 
C'est une hormone presente dans le milieu de culture qui aurait pu etre 
fluorescente etant donne sa structure. Elle est prise comme candidate pour verifier son 
impact sur le signal total. La caracterisation experimentale de sa fluorescence a revele 
que Ton pouvait considerer sa fluorescence comme negligeable. 
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2.3 Methodologie 
Une fois qu'une liste de candidats potentiels a ete determinee a l'aide de la 
litterature, il est important de bien caracteriser la fluorescence de chacune de ces 
molecules afin de mieux deconvoluer le signal de l'autofluorescence totale des cellules 
ou du milieu. Plusieurs auteurs ont deja isole des couples de longueurs d'ondes 
(d'excitation/emission) pour chacun de ces candidats. Ces couples sont toutefois 
insuffisants pour bien comprendre le comportement de la fluorescence de chacune de 
ces molecules en culture. Premierement, la quasi-totalite des mesures de la litterature a 
ete fait sur des appareils avec une bande passante d'environ 20 nm tandis que l'appareil 
utilise pour ce projet (Safire2; Tecan inc; Raleigh; Etats-Unis) a une bande passante 
beaucoup plus petite (5 nm), ce qui le rend beaucoup plus precis dans ses mesures. Les 
maximums proposes par la litterature peuvent done etre precises d'avantage par 
experimentation. De plus, Kasimova (2006) a demontre que Penvironnement de la 
molecule influence non seulement l'intensite du signal mais aussi peut modifier les 
longueurs d'ondes ou le signal est le plus intense. II est done essentiel de pouvoir suivre 
ces modifications de pics afin de bien comprendre 1'impact des perturbations et 
changements metaboliques sur le signal de fluorescence. 
Des empreintes optiques ont ete prises pour chacun des candidats. Une 
empreinte optique est un balayage en trois dimensions (longueur d'ondes d'excitation, 
longueurs d'ondes d'emission et intensite du signal) de la molecule pure afin de bien 
caracteriser l'ensemble de la fluorescence de la molecule. Les molecules purifiees (> 
99%) ont ete achetees chez Sigma-Aldrich. 
2.3.1 Prise de 1' empreinte optique 
Avant de pouvoir effectuer une empreinte optique, il faut s'assurer d'avoir les 
bons parametres de lecture afin d'obtenir des resultats de qualite. Comme le but de ces 
empreintes optiques est d'avoir des resultats precis, certains de ces parametres peuvent 
etre determines a l'avance. Ces parametres permettent d'ajuster la rapidite des lectures 
en sacrifiant de la precision mais comme mentionne plus haut, la rapidite des lectures 
importe peu. lis ont done ete ajustes a leur option pour la plus grande sensibilite et 
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precision de lecture. lis sont presenters dans le tableau 2.1 et resteront constants tout au 
long de P experience : 
TABLEAU 2.1: PARAM ETRES DE LECTURE GARDES CONSTANTS 
Bande passante 5 nm 
Nombre de lectures par point 5 
Mode du Flash Haute sensibilite 
Temps d'integration 40 us 
Temps d'attente 0 
Position en Z (Manuel) 11019 urn 
Le parametre qui aura le plus d'influence sur la qualite de la lecture et qui sera 
different d'une molecule a Pautre est le gain de Pappareil. Le gain est une valeur qui 
determine la sensibilite relative de Pappareil et la valeur d'une unite d'UFR (unite de 
fluorescence relative). Un gain ideal est un gain pour lequel le pic de fluorescence le 
plus intense de la molecule serait egal a 10 000 UFR (valeur maximale de Pappareil). 
Ceci assurerait une bonne, definition de chacun des pics sans depasser les capacites de 
lecture de Pappareil. 
La litterature nous fournit des couples (longueurs d'ondes d'excitation/longueurs 
d'ondes d'emission) de fluorescence pour chacune des molecules. Cependant, rien ne 
garantit que ce couple corresponde a Pintensite maximale de la fluorescence pour cette 
molecule dans les conditions experimentales de ce projet. Que ce soit a cause de 
difference entre les appareils de mesure (ex : bande passante) ou des differences dans 
Pechantillon (ex: pH), une serie de mesures est done essentielle afin d'identifier le 
meilleur gain pour cette molecule. 
La premiere etape est de verifier la validite des couples fournis par la litterature 
et si le signal depasse les 10 000 UFR avec une solution de 500 uM de chaque 
molecule. Un balayage d'emission est realise afin d'identifier la longueur d'onde 
d'emission optimale (avec le signal le plus intense) pour la longueur d'excitation 
fournie par la litterature. Un balayage d'emission est la mesure de toutes les longueurs 
d'ondes reemises par une solution lorsque cette derniere est excitee a une longueur 
d'onde specifique. Ce spectre d'emission couvre toutes les longueurs d'onde pour une 
plage allant de plus de 50 nm a moins 50 nm de la longueur d'ondes d'emission fournie 
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par la litterature. Aussi, afin de valider la longueur d'onde d'excitation, un balayage 
d'excitation est effectue de la meme facon en utilisant la longueur d'onde d'emission 
optimale obtenue durant le premier balayage. Ainsi, un couple optimal est associe a 
chacune des molecules et servira a realiser une courbe standard a differentes 
concentrations. 
Comme l'intensite du signal de fluorescence est directement proportionnelle a la 
concentration de la molecule (VALEUR 2004), il est essentiel de trouver une 
concentration qui permettra d'avoir un gain dans la plage acceptable de l'appareil (entre 
80 et 220). Pour y arriver, une courbe standard a ete realisee pour chacune des 
molecules candidates, en effectuant six dilutions binaires a partir de la solution mere de 
500 uM (500 uM, 250 uM, 125 uM, 62,5 uM, 31,3 uM, 15,6 uM, 7,8 uM). L'appareil 
utilise (Satire2) peut effectuer des tests de gain automatique. Ce test identifie le gain 
optimal pour un puits donne dans la plaque. Ce test a ete effectue en quadruplata pour 
chacune des courbes standard afin de determiner la concentration optimale a utiliser 
pour le balayage en trois dimensions qui fera office d'empreinte optique pour chacune 
des molecules. 
Un gain optimal (entre 120 et 180) a done ete obtenu pour une concentration 
donnee de chacune des molecules candidates. Un spectre 3D preliminaire a ete effectue 
pour s'assurer de la validite des parametres. Ce spectre a ete realise sur une plage 
restreinte : le balayage etait effectue de plus a moins 50 nm des couples de longueurs 
d'ondes experimentaux pour chaque molecule. Si aucune valeur d'intensite n'indique 
'«OVER» (ce qui aurait signifie que le gain est trop eleve), le balayage pour 
l'empreinte optique est mesure, sur la plage complete, entre 230 et 700 nm en excitation 
et entre 280 et 750 nm en emission, avec un pas de 3 nm. 
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2.4 Resultats et discussion 
Le but de ces premieres experiences etait de caracteriser la fluorescence de 
chacune des molecules candidates afin de deconvoluer les signaux venant des cultures. 
Le meilleur moyen pour y arriver etait les balayages en 3D du signal provenant de la 
molecule purifiee. Ce type de balayages n'a pas ete retrouve dans la litterature. Ainsi, 
les donnees recueillies selon la methodologie decrite ci-dessus ont ete analysees et 
visualisees grace au programme Matlab. La figure 2.1 presente un exemple d'empreinte 
optique pour le FAD. 
Figure 2.1: Exemple d'empreinte optique (FAD) 
Comme le demontre la figure 2.1, la fluorescence d'une molecule n'est pas 
limitee a une longueur d'onde d'emission et d'excitation comme la litterature semble 
parfois le laisser entendre (voir tableau 2.2 pour exemples). Elle consiste plutot en un 
signal complexe compose de pics primaires et secondares. Cette presence de plusieurs 
pics pour certaines molecules permettra de mieux deconvoluer certaines plages du 
spectre d'un balayage d'un echantillon en utilisant les relations d'intensite entre les 
differents pics d'une molecule. De plus, si certaines molecules partagent des pics 
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semblables, ces empreintes optiques permettent de determiner les pics uniques de 
chaque molecule et ainsi deconvoluer les zones dans le spectre ou les signaux de 
plusieurs molecules se superposent. La figure 2.2 presente differentes empreintes 
optiques obtenues avec les molecules candidates. 
En prenant en compte l'intensite relative de chacune de ces empreintes optiques 
en fonction de la concentration et du gain utilises, il est possible de comparer 
rimportance relative de ces molecules dans le signal total de la cellule et/ou du milieu. 
Pour la kinetine par exemple, meme a une concentration plus grande que prevue par le 
protocole de courbe standard (500 uM), le gain necessaire pour obtenir un signal qui se 
distingue du bruit de fond etait au-dessus de la valeur maximale toleree par l'appareil. 
Etant donne la grande faiblesse de signal comparee aux autres molecules candidates, il 
est possible d'affirmer que sa contribution au signal total peut etre consideree comme 
negligeable. De plus, la concentration utilisee dans le milieu B5 est de 0,7 uM, ce qui 
indique que sa contribution au signal total est, en effet, negligeable. 
Une caracterisation aussi precise de la fluorescence des molecules candidates 
permet aussi d'identifier les maximums experimentaux. Ce sont les longueurs d'ondes 
d'excitation et d'emission ou l'intensite du signal est maximale pour chacun des pics de 
chacun des candidats. Le tableau 2.2 resume les valeurs obtenues pour chacune des 
molecules candidates. Le gain fut ajuste pour que les couples (longueur d'onde 
d'excitation/ longueur d'onde d'emission) les plus intenses pour chaque molecule soient 
de la meme valeur d'intensite (10 000 UFR). 
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TABLEAU 2.2: MAXIMUMS DES MOLECULES CANDIDATES 
Type: Molecule: Concentration: Gain: Experimentaux Litterature 
(exc/emi): (exci/em): 
Acides Tryptophane 15,62 |JM 90 (272/358) 289/345 (Li 1991) 
amines 
270/370 (Hisiger et 
coll. 2005) 
Phenylalanine 500 pM 157 (263/334) n/a 
. . Histidine 500 MM 125 (263/334) n/a 
Cofacteurs ATP 500 MM 133 (298/400) n/a 
FAD 500 pM 123 (275/532) 
(368/532) 380/520 (Benson et 
coll. 1979) 
(431/535) 460/520 (Benson et 
coll. 1979) 
(452/532) 
NADH 500 uM 148 (275/448) 330/450 (Hisiger et 
coll. 2005) 
(350/445) 340/460 (Liden et 
coll. 1993) 
365/460 (Li 1991) 
Vitamines Riboflavine 15,62 pM 90 (275/529) 
(368/526) 404/520 (Li 1991) 
(452/532) 450/530 (Hisiger et 
coll. 2005) 
Pyridoxine 500 u'M 90 (263/397) 
(323/394) 313/400 (Li 1991) 
Kinetine 500 pM 230 negligeable 
Autres Tryptamine 62,4 uM 104" (230/352) nTa 
(275/349) 
Sanguinarine 500 u M 1 3 0 (356/598) n/a 
Ces molecules furent mesurer a different gains et a differentes concentrations 
afin d'obtenir une resolution de spectres optimale pour mieux discriminer les pics et 
identifier les maximums. Ces maximums permettent d'identifier les zones d'interet dans 
les spectres. Les zones d'interet sont des zones dans le signal de la culture qui 
contiennent des informations significatives concernant l'etat metabolique des cellules. 
Cependant, ces maximums n'etant pas des points discrets dans le spectre mais bien un 
pic avec une augmentation graduelle du signal sur plusieurs longueurs d'ondes, il est 
possible qu'il y ait recouvrement spectral entre les signaux de molecules differentes. 
Ceci doit etre pris en consideration lors de la deconvolution des signaux. Le fait que 
quelques molecules presentent plusieurs pics (ex : NADH, FAD, riboflavine) facilite la 
discrimination des longueurs d'onde qui seront considerees pour les zones d'interets. Ce 
phenomene permet aussi de mieux estimer la concentration des candidats dans le 
melange mesure en se basant sur plusieurs pics et ainsi passer par dessus le probleme 
souleve par Hisiger (2005). Ce dernier suggerait que le fait que les maximums 
d'intensite du signal de fluorescence de certaines molecules a structure semblable 
etaient trop proches et ceci rendait la deconvolution associee a ces molecules tres 
difficiles. Nos resultats apportent une solution par le fait que le signal de plusieurs 
molecules comporte plus d'un pic. Done merae si le signal de deux molecules a la 
structure semblable partage un pic quasi-identique, il suffit d'aller mesurer leur autres 
pics afin de deconvoluer leur signaux. 
2.5 Conclusion partielle 
Les empreintes optiques des molecules candidates constituent les premiers outils 
necessaires pour bien comprendre le signal d'autofluorescence des cultures de cellules 
vegetales indifferenciees. La liste des maximums experimentaux fournit assez 
d'information pour identifier des zones d'interet dans le signal de la culture afin de 
suivre des variables de culture. La prochaine etape est de developper une methode 
coherente d'identification de marqueurs metaboliques afin de pouvoir determiner quels 
candidats sont bel et bien des marqueurs, e'est-a-dire representatifs de variables de 
cultures. Le signal de ces marqueurs sera done la cle pour suivre le metabolisme des 
cellules vegetales indifferenciees en suspension. 
3 METHODES D'IDENTIFICATION DES MARQUEURS 
3.1 Strategie ciblee 
Cette etape consiste a developper un protocole afin de caracteriser, comprendre 
et interpreter l'autofluorescence des cellules vegetales indifferenciees en suspension. 
Comme mentionne dans 1'introduction, il est essentiel de garder une vision globaliste de 
ce signal afin de pouvoir y extraire le maximum d'information. En effet, cette strategie 
doit etre a la fois assez generaliste pour englober le plus d'information possible et assez 
precise pour verifier la pertinence de chacun de nos marqueurs candidats. Les balayages 
en 3D represented done la solution ideale. En choisissant une plage de longueurs 
d'ondes englobant l'ensemble du signal d'autofluorescence, il est possible d'amasser 
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une tres grande quantite d'information sans negliger la precision necessaire pour 
identifier des marqueurs metaboliques. II faut, par contre, etre en mesure d'identifier et 
d'eliminer le maximum de bruit venant de divers artefacts de lectures et des limitations 
theoriques (ex : du milieu de culture, du materiel de la plaque). 
Bref, il faut developper et optimiser un protocole qui permette de suivre 
1'evolution du signal de fluorescence d'une culture de cellules veg^tales indifferenciees 
en suspension. Les sections de ce chapitre presentent les facteurs influencant 
l'autofluorescence de cultures cellulaires, les etapes de developpement de la methode, 
l'optimisation de la methode et la methode finale. 
3.2 Etapes preparatoires et d'optimisation 
Differentes experiences preliminaires ont ete effectuees lors du developpement de 
la methode d'identification de marqueurs metaboliques. 
3.2.1 Facteurs environnementaux affectant la fluorescence 
L'environnement de la molecule fluorescente influence l'intensite de son signal 
d'emission et peut faire varier la longueur d'onde ou son signal est le plus intense. Li 
(1991) a resume les parametres environnementaux qui peuvent avoir une telle influence 
(tableau 3.1). 
TABLEAU 3.1: FACTEURS INFLUENCANT L'AUTOFLUORESCENCE D'UNE CULTURE 
Concentration de cellules 
Etat metabolique des cellules 
Niveau de lyse cellulaire 
Concentration d'oxygene dissous 
pH du milieu 
Temperature 
Position et geometrie de la sonde 
Niveau d'agitation et d'aeration 
Viscosite du milieu 
Concentration d'ions metalliques 
Effets de filtres internes 
Bruit de fond (autofluorescence) 
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Les trois premiers facteurs enonces (la concentration cellulaire, l'etat 
metabolique et le niveau de lyse cellulaire) constituent des parametres que ce memoire 
tente de Her directement ou indirectement a des marqueurs. Toutes les cultures ont ete 
maintenues dans des erlenmeyers agites a 120 rpm. La temperature a ete aussi 
maintenue a 25 °C dans tout le laboratoire et les milieux de culture ont toujours ete 
prepares a la raeme composition pour la moitie des experiences. Un changement 
metabolique a ete force sur 1'autre moitie en induisant un epuisement de carbone (50% 
de la quantite reguliere qui est de 30 g/1). Les autres facteurs (geometrie et position de 
la sonde, taux d'agitation et d'aerations, concentration d'ions metallique, temperature et 
pH) peuvent done etre considered constants ou encore ont servi a valider nos resultats. 
Etant donne que les experiences ont ete faites sur la meme espece, cultivee selon les 
memes parametres et que ces cultures presentaient des courbes de croissance tres 
similaires, l'oxygene dissous peut etre considere comme similaire d'une experience a 
l'autre. Ce qui est nomme bruit de fond dans le tableau 3.1 est le signal etudie dans ce 
projet. Les effets des filtres internes sont des effets theoriques inherents a tout signal 
(VALEUR 2004) de fluorescence et seront pris en compte dans 1'interpretation des 
donnees. 
En resume, les effets qui ne peuvent pas etre experimentalement controles sont 
des effets qui sont soit mesur^s, soit prouves comme similaires d'une culture a l'autre, 
soit pris en compte et elimines dans 1'interpretation des donnees. 
3.2.2 Elimination de l'artefact de reflexion de la plaque 
Tous les balayages mesures presentaient un artefact de lecture du a la reflexion 
de la plaque. En effet, les echantillons etaient deposes dans une plaque de 96 puits non-
opaque en polystyrene (Cat.no. 9502867; Thermo Fisher Scientific. ; Waltham ; Etats-
Unis), cette plaque reflechissait une partie de la lumiere envoyee resultant a une 
diagonale de loin superieure a tout autre signal dans sa region. Comme cette diagonale 
represente la lumiere reflechie, elle couvre tous les couples dont les deux longueurs 
d'ondes sont egales (ex : 358/358) avec une bande passante de 5nm. 
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Malheureusement, il n'y avait pas de methode physique pour empecher cet 
artefact. Un algorithme a done ete programme dans le logiciel de traitement des donnees 
brutes (Matlab) pour effacer cette diagonale des spectres 3D. Cela a comme 
consequence d'effacer tout autre signal qui aurait pu se trouver dans cette zone. 
Heureusement, il est theoriquement impossible qu'un signal d'autofluorescence se 
retrouve dans cette zone puisque la longueur d'onde d'emission doit toujours etre plus 
elevee, done de moindre energie, que la longueur d'excitation. Bref, cette correction 
n'enlevait aucune donnee pertinente a ce projet. 
3.2.3 Quantification de la plaque de lecture 
Comme mentionne precedemment, les differentes lectures d'autofluorescence 
etaient prises a partir d'echantillons deposes dans une plaque a 96 puits noir opaque. II 
etait done necessaire de verifier si le materiel composant la plaque avait un signal 
d'autofluorescence. La figure 3.1 presente un balayage en trois dimensions de la plaque 
vide. Plus la couleur de la figure tend vers le rouge, plus le signal mesure a ce couple de 
longueur d'onde est intense. 
250 300 350 400 450 500 550 600 650 
Excitation 
Figure 3.1: Spectre 3D d'une plaque vide (Polystyrene) 
La plaque emet done un signal d'autofluorescence (275/332). La prochaine etape 
est done de minimiser ce signal. Comme celui-ci depend directement du materiel qui 
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compose la plaque, il est possible de choisir le materiel qui emet le signal le moins 
intense. Le tableau 3.2 presente les resultats de la quantification du signal des deux 
materiaux les plus utilises pour la composition de ces plaques : 
TABLEAU 3.2: QUANTIFICATION DU MATERIEL DE LA PLAQUE 
Excitation: 
Gain: 
Materiel: 
Maximum: 
Lectures 
(UFR): 
Moyenne: 
Ecart-type: 
Ecart-type 
(%): 
263 nm 
128 
Polystyre 
ne 
263/334 
48296 
48495 
49372 
49051 
49379 
48919 
501 
0.010 
Polypropylene 
263/334 
20487 
20973 
20951 
20536 
21398 
20869 
372 
0.018 
Excitation: 
Gain: 
Materiel: 
Maximum: 
Lectures 
(UFR): 
Moyenne: 
Ecart-type: 
Ecart-type 
(%): 
275 nm 
137 
Polystyrene 
275/332 
48149 
48903 
46771 
47379 
47335 
47707 
829 
0.017 
Polypropylene 
275/332 
11210 
11367 
11032 
11360 
11656 
11325 
230 
0.020 
Le polypropylene (Cat.no. 07-200-762; Thermo Fisher Scientific.; Waltham; 
Etats-Unis) est le materiel qui a le signal d'autofluorescence le plus faible : un signal 
2,34 fois plus bas que pour le pic a 263/334 et 4,21 fois plus bas pour le pic a 275/332. 
De plus, l'ecart-type entre les differentes mesures est si faible que nous pouvons 
considerer le signal comme constant. Cela facilite la deconvolution du signal, car il est 
possible de tout simplement soustraire sa valeur d'intensite a ces points pour retrouver 
le signal de l'echantillon. Bref, la plaque emet un signal de fluorescence, mais il est 
possible de minimiser ce signal en choisissant le bon materiel constituant cette plaque 
puis de l'eliminer grace a un filtre mathematique. 
3.2.4 Separation du milieu et des cellules 
Pour ce projet, il est necessaire d'obtenir des lectures de fluorescence de 
suspensions completes afin d'eventuellement suivre des variables de culture en 
bioreacteur en temps reel. Cependant, il serait aussi interes'sant de suivre le signal du 
milieu filtre et des cellules isolees. Ceci permettrait de mieux comprendre la nature de 
revolution du signal d'autofluorescence dans la suspension. 
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La methode appropriee pour effectuer cette filtration doit etre rapide, efficace et 
peu couteuse. Le systeme seringue/porte-filtre a rapidement ete retenu face aux autres 
systemes de filtrations classiques a cause des petits volumes manipules et de la rapidite 
de ce systeme. Pour ce qui est du filtre lui-meme, les porosites de 0,45 microns et 0,22 
microns ont ete experimentees. Celle de 0,45 microns a ete retenue, car elle etait plus 
rapide pour les memes resultats analytiques. 
3.2.5 Choix de la solution de resuspension 
Une fois les cellules separees du milieu par filtration, il est necessaire de les 
resuspendre dans les puits de la plaque afin d'assurer une distribution egale dans tout le 
puits. Sirois (2000) avait deja etablie qu'il n'y avait pas de lyse cellulaire durant la 
filtration. 
Ce liquide peut influencer le signal de deux facons majeures : premierement, s'il 
contient des molecules auto-fluorescentes qui interfereront avec le signal des cellules; 
deuxiemement, en provoquant un changement metabolique majeur lors de la 
resuspension des cellules qui ferait changer drastiquement les concentrations des 
molecules candidates. Une solution saline (8,5% m/v NaCl) a ete choisie car elle 
maintient la pression osmotique des cellules. De l'eau pure provoquerait un choc 
osmotique et perturberait gravement le metabolisme des cellules exposees. Cette 
solution saline contient seulement des ions, ce qui elimine la possibilite de molecules 
autofluorescentes qui influenceraient le signal. La figure 3.2 presente le resultat d'un 
balayage d'un puits contenant cette solution de resuspension. 
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Figure 3.2: Spectre 3D de la solution saline dans une plaque 
En comparant ce spectre avec celui d'un puits completement vide, il a ete conclu 
que la difference entre les deux est negligeable. La solution saline est done le meilleur 
choix comme solution de resuspension des cellules. 
3.2.6 Signal du milieu B5 
A cause de la complexity du milieu de culture, un balayage en 3D a ete effectue 
sur ce milieu afin de verifier s'il emettait un signal de fluorescence. La figure 3.3 
presente le resultat de ce balayage. 
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Figure 3.3: Empreinte optique du milieu de culture vierge 
Cette empreinte optique est le point de comparaison pour identifier les 
changements de signaux dans le milieu filtre pendant la culture. Sirois (2000) avait deja 
etablie qu'il n'y avait pas de lyse cellulaire durant la filtration et done que les mesures 
etaient vraiment representatives du surnageant du bioreacteur. Ce spectre represente 
done le temps zero pour tout suivi du signal de fluorescence du milieu filtre. 
3.2.7 Determination de la plage de lecture 
En plus des empreintes optiques des molecules candidates, des solutions 
mentionnees dans les sous-sections suivantes permettent de mieux determiner la plage 
de lecture ideale pour le suivi de l'autofluorescence. Par souci d'efficacite, il est 
necessaire de bien cibler les maximums recherches dans les axes d'excitation et 
d'emission des spectres 3D. Retrancher 100 nm de chaque axe permet d'economiser 
environ 30 min par spectres et comme la methode visee demande 12 spectres par jour, 
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ceci represente une economie to tale de six heures par jour. Comme les di verses 
empreintes optiques ont demontre une absence de signaux interessants au-dela de 650 
nm, il a ete decide d'arreter les balayages 3D a cette longueur d'onde. 
3.2.8 Choix de la valeur du gain 
Une autre valeur a determiner est celle du gain de l'appareil a utiliser. Celui-ci 
devra rester constant tout au long des experiences. II devra done offrir la meilleure 
resolution des signaux, tout en evitant que les pics depassent 10 000 UFR a ce gain. 
En se basant sur les gains utilises lors de la mesure des empreintes optiques des 
molecules candidates, ainsi que sur ceux obtenus lors des tests preliminaires, un gain 
130 a ete choisi pour la suite du projet. 
3.2.9 Spectre d'emission vs spectre 3D 
L'appareil utilise dans ce projet (Safire ) permet non seulement de lire l'intensite 
a un couple de longueurs d'ondes donne mais aussi de faire des spectres d'emission et 
des spectres 3D. Les spectres d'emission representent la mesure du spectre reemis par 
l'echantillon quand il est excite a une longueur d'ondes specifique tandis que le spectre 
3D mesure l'ensemble du signal sur tout le spectre d'excitation et d'emission. La 
possibilite de faire des spectres d'emission nous permet de confirmer que les couples 
maximaux etablis dans les chapitres precedents ne sont pas influences par les conditions 
environnementales. 
Kasimova (2006) a analyse le signal d'autofluorescence d'une molecule type 
(NADH) et isole certains parametres qui peuvent deformer les pics. Des molecules 
ayant une structure tres similaire peuvent aussi avoir des spectres d'emission semblable 
a celui de la molecule candidate, ce qui est le cas pour le tryptophane et la tryptamine. 
Ainsi, toute molecule en amont ou en aval de la cascade metabolique pourrait avoir une 
influence sur ce signal. 
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Quatre suivis preliminaires ont done ete effectues pour etablir si de tels 
phenomenes influencaient les signaux recueillis. La figure 3.4 presente une serie de ce 
type de mesures prise durant les suivis preliminaires. 
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Figure 3.4: Exemple de spectre d'emission obtenu durant les 4 suivis preliminaires 
Les nombres de la legende designent les masses ecrites dans la legende 
represente les masses humides des cellules vegetales filtre, resuspendues et depose dans 
le puits de la plaque qui a ete ensuite lu au spectrophotometre. 
On remarque la difference d'intensite du pic a 340 nm entre le signal de la 
solution saline, du puits vide et des puits avec cellules. Cela indique que des 
phenomenes de refractions et/ou de recouvrements de spectres se produisent dans les 
puits lors de l'excitation par une longueur d'onde specifique. II est done essentiel de 
verifier si ces phenomenes affectent la validite des resultats. Theoriquement, si le signal 
est proportionnel a la concentration de la molecule candidate dans la cellule, il devrait 
etre proportionnel a la quantite de cellules au meme moment. Pour rester consistant avec 
les resultats de Kasimova (2006), la figure 3.5 presente les spectres pour une excitation 
du NADH (275/448 nm) pour la meme experience : 
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Figure 3.5: Spectre d'emission a une excitation du 275 nm 
Les nombres de la legende designent les masses ecrites dans la legende 
represente les masses humides des cellules vegetales filtre, resuspendues et depose dans 
le puits de la plaque qui a ete ensuite lue au spectrophotometre. 
Le signal des blancs est ici beaucoup moins significatif mais ne permet pas de 
determiner si des phenomenes de refractions et/ou de recouvrements de spectres 
affectent le signal. Un test de correlation est done necessaire. La figure 3.6 presente le 
test de correlation entre l'intensite du signal et la masse humide deposee dans chacun 
des puits pour le pic 448 nm representant le NADH : 
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Figure 3.6: Test de correlation entre le signal a 275/448 et la masse humide deposee dans les puits 
La correlation du haut presente le coefficient pour une correlation lineaire et la 
correlation du bas presente le coefficient de correlation quand 1'equation est forcee au 
zero. Dans ce cas, les deux droites sont si similaires qu'elles se superposent dans la 
figure 3.6. Avec un tel resultat, confirme pendant les suivis, on constate que les effets 
mentionnes dans le tableau 3.1 ne viennent pas perturber le signal associe ici au NADH. 
Cette correlation indique que le signal est proportionnel a la quantite de cellules et done 
a la concentration de la molecule autofluorescente. Cependant, pour s'assurer que cette 
correlation n'est pas que circonstancielle, le meme test a ete effectue a d'autres couples 
de longueur d'ondes et les resultats ont ete tout aussi encourageants. La figure 3.7 
presente les resultats pour le pic 300/401 nm associe a l'ATP: 
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Figure 3.7: Test de correlation entre le signal a 300/401 nm et la masse humide deposee dans les 
puits 
La correlation du haul presente le coefficient pour une correlation lineaire et la 
correlation du bas presente le coefficient de correlation quand l'equation est forcee au 
zero. L'etude du spectre d'emission a une excitation de 300 nm a aussi ouvert une autre 
piste de reflexion. L'ATP etait la seul molecule dans celles choisies qui avait un pic a 
une excitation de 300 nm, mais les spectres d'emission a cette longueur d'ondes 
demontraient deux tendances distinctes (figure 3.8). 
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Figure 3.8: Spectres d'emission a une excitation de 300 nm pour l'ATP 
La tendance plus centrale (400 nm) correspond au pic associe a l'ATP mais celle 
plus a 1'extreme du spectre (320 nm) n'est associee a aucune molecule caracterisee dans 
ce projet. II est done possible que cette tendance soit associee a une autre molecule non 
caracterisee ou encore qu'elle soit le debut du pic d'une molecule dont le signal est 
proche (ex : NADH). II est done important de faire des spectres 3D et non seulement 
des spectres d'emission afin d'aller chercher le plus d'informations possibles, pas 
seulement sur les zones d'interet definies dans les chapitres precedents. 
En somme, les spectres d'emission ont permis de confirmer les maximums 
etablis dans le chapitre precedent, d'identifier les recouvrements spectraux et de 
confirmer que ces phenomenes n'affectent pas les resultats qui sont pertinents a ce 
projet. 
3.3 Methode finale pour l'analyse par spectrophotometrie 
Cette methode fut utilisee a chaque prise d'echantillon dans les experiences 
realisees dans ce projet. 
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La prise d'echantillon comme telle, c'est-a-dire le prelevement dans les 
erlenmeyers ou les cellules etaient cultivees, doit etre faite en condition sterile et done 
dans une hotte biologique. Le reste de Pexperience peut etre fait a l'exterieur de la 
hotte. Trois puits par echantillon furent necessaires pour l'experience: un pour la 
suspension complete, un pour le milieu filtre et l'autre pour les cellules filtrees. 
Une fois les echantillons traites et deposes dans les puits. Un spectre 3D de 
chacun des puits fut effectue a l'aide du programme Xfluor4 et du spectrophotometre 
(Safire2) en utilisant les parametres etablis dans les sous-sections precedentes (un axe 
d'excitation de 230 a 650 nm, un axe d'emission de 280 a 650 nm, une bande passante 
de 5 nm et un gain a 130). Les spectres 3D furent decortiques en utilisant les zones 
d'interets etablies dans le chapitre precedent. Ceci a permis d'isoler les tendances 
obtenues dans chacune de ces zones. Des analyses de covariance et de correlation furent 
utilisees afin d'etudier toutes les combinaisons possibles entre les tendances isolees des 
zones d'interets et les variables de cultures. Les resultats obtenus furent valides en 
repetant ces etapes pour plusieurs cultures dans des conditions metaboliques differentes. 
4 MARQUEURS SELECTIONNES 
Ce chapitre est la preuve de concept. En utilisant la methode developpee dans le 
chapitre precedent, une banque de donnees a ete construite en mesurant revolution du 
signal d'autofluorescence pendant diverses cultures d'Eschscholtzia californica en 
flacons agites. Ce chapitre demontre done l'analyse de ces donnees afin d'en retirer des 
marqueurs capables de suivre des variables de culture en temps reel. 
4.1 Innovation de la methode 
Comme demontre dans la revue de litterature, certains chercheurs se sont deja 
attaques a ce phenomene, mais l'ont fait de facon tres specifique, e'est a dire en ne 
ciblant que des couples d'excitation/emission tres precis (Roshchina et coll. 2003, 
Hisiger et coll.2005, Kasimova et coll. 2006). Ce projet propose une approche globaliste 
afin de bien comprendre le phenomene et d'en tirer le maximum d'information. C'est 
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pourquoi non seulement le signal de la suspension complete sera suivi, mais aussi le 
signal du milieu filtre et celui des cellules. De plus, en prenant de nouvelles empreintes 
optiques des molecules candidates avec un appareil plus precis (5 nm plutot que 20 nm), 
le projet peut se fonder sur des bases experimentales solides. 
4.2 Methodologie 
La methode generate utilisee a ete presentee dans le chapitre precedent. Des 
cultures de cellules indifferenciees d'Eschscholtzia californica ont ete utilisees pour 
cette-experience. Ces cellules ont ete cultivees en flacon et maintenues a 120 rpm a une 
temperature controlee a 25±1°C. 
Les experiences presentees dans ce chapitre proviennent de deux series de suivi 
realisees en duplicata. II y a done quatre cultures suivies en parallele par experience. Les 
premiers duplicata ont ete realises en conditions normales et les deuxiemes ont subi une 
carence en source de carbone (50% de la concentration de glucides du milieu regulier). 
Ceci avait pour but de verifier si les correlations identifiees dans un cas allaient etre les 
memes dans l'autre cas lors de perturbations du metabolisme. En plus de la masse seche 
et de son taux de croissance qui ont ete suivies par la methode decrite dans le dernier 
chapitre, deux autres variables de culture ont ete suivies : la concentration cellulaire et 
son taux de proliferation. 
Deux autres series de suivis realisees de facon identique a la premiere, ont ete 
accomplies quelques semaines apres la premiere afin de valider les resultats obtenus. Un 
total de douze cultures a ete utilise pour identifier et valider, independamment, les 
resultats presenter ici. 
4.3 Resultats et discussion 
4.3.1 Resultats bruts 
Les cultures on ete suivies pendant 14 jours, soit lors de leur phase de croissance 
exponentielle et pendant quelques jours supplementaires. A chaque jour, trois balayages 
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en trois dimensions ont ete realises pour chaque culture. Tous ces spectres composent la 
base de donnees utilisee pour l'analyse. Chaque spectre a ete visualise et analyse grace 
aux logiciels Matlab et Excel. La deconvolution des signaux a ete realisee en se basant 
sur les zones d'interet definies precedemment grace aux empreintes optiques des 
molecules candidates. 
4.3.2 Types d'analyses 
Une analyse visuelle rapide a ete realisee afin de determiner 1'evolution des 
zones d'interet dans le temps et de les comparer a revolution des variables de culture 
mesurees. Ce survol a permis de rapidement concentrer les efforts sur les candidats les 
plus prometteurs. 
Des analyses de covariance et de correlation ont ete utilisees pour identifier les 
marqueurs. Les coefficients de correlation ont ete calcules pour chacune des 
combinaisons possibles entre les signaux de fluorescence et les variables de culture. Des 
etudes de variances entre les coefficients de correlation de chacune des experiences ont 
ensuite permis de verifier la reproductibilite des resultats. Le tableau 4.1 presente un 
exemple de ces etudes de correlation en utilisant quatre des douze cultures suivies dans 
ce projet, la moitie etant en condition optimale et les autres en epuisement de source de 
carbone. Le signal de fluorescence est tire du milieu filtre et la variable de culture est la 
concentration de biomasse. Toutes les longueurs d'ondes sont exprimees en couple 
excitation/emission. 
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TABLEAU 4.1: EXEMPLE D'ETUDE DE CORRELATION ET DE VARIANCE 
Longueurs 
d'onde (nm): 
230/352 
275/448 
275/530 
368/526 
368/532 
431/535 
452/532 
Molecules 
associes 
Tryptophane 
NADH 
Riboflavine/FAD 
Riboflavine 
FAD 
FAD 
Riboflavine/FAD 
Coefficient 
De 
Correlation 
0,844 
0,896 
0,828 
0,708 
0,699 
0,833 
0,776 
0,685 
0.761 
0,772 
0,822 
0,645 
0,838 
0,821 
0,793 
0,605 
0,806 
0,824 
0,806 
0,597 
0,852 
0,861 
0,811 
0,776 
0,797 
0,768 
0,774 
0,706 
Moyenne 
0,819 
0,748 
0,750 
0,765 
0,758 
0,825 
0,760 
Ecart-
Type 
0,079 
0,069 
0,075 
0,108 
0,108 
0,039 
0,041 
Variance 
9,7% 
9,2% 
10,0% 
14,1% 
14,2% 
4,7% 
5,4% 
4.3.3 Marqueurs metaboliques 
L'emphase a d'abord ete mise sur les marqueurs provenant de la suspension 
complete car ceux-ci seront les plus utiles pour le suivi en temps reel en bioreacteur. 
Dix marqueurs ont ete identifies. Le tableau 4.2 presente le resume des coefficients de 
correlation. Chaque marqueur est defini par son couple de longueurs d'ondes, la 
molecule a laquelle il est associe, la moyenne des coefficients de correlations entre le 
signal de fluorescence et la variable de culture pour toutes les experiences ainsi que 
1'ecart-type entre tous ces coefficients pour ce marqueur. Toutes les longueurs d'ondes 
sont exprimees en couple excitation/emission. 
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TABLEAU 4.2: RESUME DES COEFFICIENTS DE CORRELATION DES MARQUEURS 
DANS LA SUSPENSION CELLULAIRE 
Masse seche: 
Lonaueur d'ondes (nm): 
230/352 
431/535 
452/532 
Compte cellulaire : 
Lonaueur d'ondes (nm): 
275/448 
350/445 
368/526 
Proliferation cellulaire: 
Lonaueur d'ondes (nm): 
275/448 
275/530 
300/400 
452/532 
Molecules associees 
Tryptamine 
FAD 
Riboflavine/FAD 
Molecules associees 
NADH 
NADH 
Riboflavine 
Molecules associees 
NADH 
Riboflavine/FAD 
ATP 
Riboflavine/FAD 
Movenne 
des 
Coefficients 
de 
correlation 
0,82 
0,83 
0,76 
Movenne 
0,59 
0,62 
0,73 
Movenne 
0,71 
0,76 
0,76 
0,80 
Ecart-tvpe 
0,08 
0,04 
0,04 
Ecart-tvoe 
0,04 
0,06 
0,05 
Ecart-tvpe 
0,01 
0,04 
0,06 
0,05 
variance 
9,69% 
4,74% 
5,44% 
variance 
6,72% 
9,86% 
6,48% 
variance 
1,53% 
5,84% 
7,60% 
5,64% 
Les coefficients presentes dans le tableau 4.2 indiquent done que ce sont des 
marqueurs physiologiques robustes. Lews faibles variances indiquent que ces 
marqueurs sont reproductibles durant la croissance et meme lors de certaines 
perturbations metaboliques etant donne que la moitie des experiences prises en compte a 
ete faite avec un epuisement en source de carbone. Ces resultats sont une premiere car 
meme si des chercheurs comme Hisiger (2005), Li (1991) ont suivi des marqueurs 
comme le NAD(P)H, aucun n'en a identifie autant de tendances. Par exemple, Hisiger 
(2005) avait identifie une seule tendance pour le NAD(P)H chez Eschscholtzia 
californica qu'il correlait a l'activite metabolique des cellules et la concentration de 
biomasse chez Catharanthus roseus. Li (1991) avait suivit le NADH, le tryptophane, la 
pyridoxine et la riboflavine chez Candida utilis, Pseudomonas putida et Saccharomyces 
cerevisiae sans trouver de correlation avec des variables de cultures. Le tableau 4.2 
presentent des resultats differents de ces auteurs mais ils sont obtenus avec une 
precision superieure puisque toutes les variances sont inferieures a 10%. Ces variances 
comprennent les experiences effectue en milieu optimal et ceux avec un epuisement de 
carbone force. Le fait que ces variances soit faibles avec ces conditions prouve que nos 
42 
resultats sont valides et reproductibles. En somme, l'approche proposee ici est plus 
complete dans sa methode et sa validation. 
Ces donnees permettent aussi d'estimer les valeurs futures de la variable de 
cultures concernee. Les figures 4.1 et 4.2 fournissent deux exemples de ce genre 
d'estimation : une pour la biomasse seche et l'autre pour le compte cellulaire. 
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Figure 4.2: Concentrations cellulaires mesurees et estimees par le marqueur associe a la riboflavine 
(368/526) 
II est aussi possible de covalider les differentes estimations en utilisant les autres 
marqueurs d'une autre variable. Une autre facon d'y arriver est d'utiliser les marqueurs 
associes au taux de croissance de la biomasse et au taux de proliferation. 
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Malheureusement, aucun marqueur n'a ete identifie dans la suspension complete pour le 
taux de croissance de la biomasse. En allant creuser les signaux emis par le milieu et les 
cellules filtrees, il est possible d'identifier d'autres marqueurs. Par exemple, un 
marqueur associe a la pyridoxine (323/394) dans les cellules filtrees permet de suivre le 
taux de croissance de la biomasse. La moyenne de ces coefficients de correlations est de 
0,86 avec un ecart-type de 0,05 ce qui equivaut a une variance de 5,6%. La figure 4.3 
presente des exemples de correlation obtenue pour ce marqueur. Les figures 4.4 et 4.5 
presentent les estimateurs obtenus a partir de 1'etude de correlation. 
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Figure 4.3: Correlation entre I'estimation et les mesures pour le marqueur associe a la pyridoxine 
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croissance obtenu par le marqueur associe a la pyridoxine (323/394) 
Dans cet exemple de covalidation, chacun des marqueurs offre un estimateur 
different pour la merae variable de culture. II est done possible de les utiliser en 
parallele afin d'obtenir une estimation plus precise. De plus, cette confirmation entre les 
marqueurs confirme leurs validites. 
La preuve de ce concept a done ete faite en analysant les signaux provenant de 
la suspension complete. II est done possible d'identifier des marqueurs metaboliques a 
l'aide de la methode developpee. Cela prouve que l'autofluorescence des cultures de 
cellules vegetales indifferenciees contient des informations extremement utiles dans une 
perspective de suivi et de controle en temps reel des bioprocedes cellulaires. Ces 
resultats sont en quelques sortes la suite logique des articles presentes dans la section 
4.1. Tous ces auteurs ont mis les bases mais aucun n'est alle aussi en profondeur, e'est a 
dire identifier de multiples marqueurs qui permettent de faire un suivi comprehensif des 
variables de culture pour les cellules de plantes en suspension. En d'autres mots, 
l'innovation de ces resultats par rapport a la litterature est qu'ils amenent la preuve de 
concept qui permet d'ouvrir les portes vers des outils de suivi en temps reel pour les 
bioprocedes industriels; Meme si d'autres auteurs, comme Hisiger (2005), avaient 
identifie quelques tendances (Pour Hisiger (2005): le NAD(P)H a deux variables 
differentes chez deux especes differentes : l'activite metabolique des cellules pour 
Eschscholtzia californica et la masse seche pour Catharanthus roseus) leur approche 
n'etait pas aussi complete que celle proposee dans ce projet et n'avait done pas identifie 
autant de tendance. 
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4.4 Conclusion partielle 
Tous ces marqueurs prouvent qu'il est possible de suivre en temps reel des 
variables de culture en utilisant l'autofluorescence. Ce sont des signaux en temps reel 
qui ne demandent que tres peu de traitement mathematique. Ce type de signal est ideal 
pour le controle de bioprocedes par systeme informatique. 
5 CONCLUSION 
5.1 Sommes des conclusions partielles 
Ce projet a permis de prouver que l'autofluorescence d'une culture de cellules 
vegetales indifferenciees peut etre utilisee pour le suivi en temps reel des variables de 
culture critiques au suivi et a l'optimisation des bioprocedes. La premiere etape a ete de 
caracteriser experimentalement plusieurs molecules via les empreintes optiques. Ces 
molecules avaient retenu l'attention en raison de leur fonction dans le metabolisme 
primaire des cellules de plantes. Ces empreintes optiques ont ensuite servi a 
l'elaboration d'une methode de suivi du signal d'autofluorescence d'une culture de 
cellules vegetales indifferenciees en suspension {Eschscholtzia californica). L'analyse 
subsequente de ces donnees experimentales a permis d'identifier des marqueurs 
metaboliques qui permettent de suivre des variables de culture en temps reel. 
5.2 Prise de position sur les hypotheses de depart 
Ce projet a reussi a demontrer qu'il est possible d'identifier des marqueurs 
metaboliques parmi les molecules du metabolisme primaire des cellules de plantes. Non 
seulement une bonne dizaine de marqueurs ont deja ete identifies, mais la methode 
developpee dans ce projet permet d'en identifier beaucoup plus dans le milieu filtre, les 
cellules filtrees et possiblement chez d'autres especes de plantes ou meme, d'autres 
types cellulaires. Ce projet est done une premiere etape dans le developpement d'un 
outil du suivi du metabolisme en temps reel pour les bioprocedes industriels. 
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5.3 Perspectives 
Les prochaines etapes seront done de creer des algorithmes afin de pouvoir 
continuer de developper cet outil, car ce projet est la pierre angulaire pour le 
developpement de nouvelles sondes. Le potentiel de recherche debouchant de ces 
resultats est done enorme. De plus, la methode developpee est assez generaliste, ce qui 
permet de l'utiliser sur d'autres types de cellules (levures, cellules animales, cellules 
d'insectes...). Done, non seulement il serait possible de developper des sondes de suivi 
du metabolisme pour les cellules de plantes en suspension mais aussi pour d'autres 
types cellulaires. II va sans dire qu'il sera aussi essentiel de caracteriser d'autres 
molecules candidates afin de pouvoir trouver des marqueurs pour le suivi du 
metabolisme secondaire pour suivre et controler le metabolisme durant la periode 
d'elicitation et de production. 
Bref, cette preuve de concept ouvre bien des portes et initie la voie vers une 
nouvelle facon de controler et d'optimiser les bioprocedes industriels. De facon plus 
precise, il ouvre la porte pour des sondes de suivi du metabolisme en temps reel des 
cellules utilisees en bioprocedes industriels. 
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7 Annexe 
Cette annexe presente les differents estimateurs developpes a partir des marqueurs 
presentes dans ce memoire. Les figures 7.1 a 7.11 demontrent done les resultats de ces 
estimateurs et les correlations obtenues pour certains de ces marqueurs. 
Le marqueur associe au FAD (431/535) avec la concentration de biomasse : 
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Figure 7.1: Correlation entre l'estimation et les mesures pour le marqueur associe a au FAD 
(431/535) en relation a la concentration de biomasse 
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Figure 7.2: Concentrations de la biomasse mesuree et estimee par le marqueur associe au FAD 
(431/535) 
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Le marqueur associe a la Riboflavine et au FAD (452/532) avec la concentration de 
biomasse: 
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Figure 7.3: Correlation entre l'estimation et les mesures pour le marqueur associe a la Riboflavine 
et au FAD (452/532) en relation a la concentration de biomasse 
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Figure 7.4: Concentrations de la biomasse mesuree et estimee par le marqueur associe a la 
Riboflavine et au FAD (452/532) 
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Marqueur associe au NADH (275/448) avec la concentration cellulaire : 
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Figure 7.5:Concentrations cellulaires mesurees et estimees par le marqueur associe au NADH 
(275/448) 
Marqueur associe au NADH (350/445) avec la concentration cellulaire : 
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Figure 7.6: Concentrations cellulaires mesurees et estimees par le marqueur associe au NADH 
(351/445) 
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Marqueur associe au NADH (275/448) avec la proliferation cellulaire : 
0,0400 
0,0350 
0,0300 
g 0,0250 
1 °> 0 2 0 0 
2 0,0150 
0,0100 
0,0050 
0,0000 
0,0000 
• Culture 1 
• Culture 2 
A Culture 3 
0,0100 0,0200 
Mesure 
0,0300 0,0400 
Figure 7.7: Correlation entre I'estimation et les mesures pour le marqueur associe au NADH 
(275/448) en relation a la proliferation cellulaire 
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Figure 7.8: Taux de proliferation cellulaires mesurees et estimees par le marqueur associe au 
NADH (275/448) 
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Marqueurs associes a la Riboflavine et au FAD (275/530) avec la proliferation 
cellulaire: 
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Figure 7.9: Taux de proliferation cellulaire mesuree et estimee par le marqueur associe a la 
Riboflavine au FAD (275/530) 
Marqueur associe a l'ATP (300/400) avec la proliferation cellulaire : 
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Figure 7.10: Taux de proliferation cellulaire mesuree et estimee par le marqueur associe a I'ATP 
(300/400) 
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Marqueur associe a la Riboflavine et au FAD (452/532) avec la proliferation cellulaire : 
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Figure 7.11: Taux de proliferation cellulaire mesuree et estimee par le marqueur associe a la 
Riboflavine au FAD (452/532) 
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